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»Jadalne cyjanobakterie z rodzaju Arthrospira — genetyka, fizjologia i bezpieczenstwo
stosowania jako produkt pochodzenia naturalnego”,

wykonanej w Katedrze i Zakladzie Mikrobiologii Farmaceutycznej Wydziatu
Farmaceutycznego z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego, pod kierunkiem dr. hab. Krzysztofa Walerona

Cyjanobakterie stanowig jedng z najliczniejszych i najwazniejszych, pod wzgledem ekologicznym,
grup mikroorganizmow wystepujgcych w biosferze naszej planety. Odegraty one kluczowg role w
ewolucji zycia na Ziemi, zaopatrujgc atmosfere i wody morskie w tlen, a poprzez nawigzanie relaciji
symbiotycznych z komérkami innych organizmow staty sie prekursorem plastydéw komérek
roslinnych. Cyjanobakterie znajdujg rowniez liczne zastosowania — m.in. w biotechnologii
Srodowiskowej, przy tworzeniu sztucznych modelowych ekosysteméw, oraz w przemysle —
spozywczym, kosmetycznym i farmaceutycznym. Mimo, iz mikroorganizmy te stanowig bardzo
ciekawy i nosny pod wzgledem naukowym obiekt badawczy, to jednak wcigz stosunkowo niewiele
o nich wiemy. Dos$c¢ fragmentaryczna jest m.in. wiedza o strukturze i stopniu zréznicowania ich
genomoéw, mechanizmach regulacji ekspresji gendw, czy tez o molekularnym podtozu przebiegu
wielu proceséw metabolicznych. Wynika to, w duzej mierze, z trudnosci prowadzenia hodowli tych
bakterii w warunkach laboratoryjnych, niewielkiej liczby odpowiednich narzedzi i markeréw
genetycznych oraz braku uniwersalnych i wydajnych metod wprowadzania do ich komérek
egzogennego DNA.

Autorka ocenianej rozprawy podjetfa sie zatem nietatwego zadania, wybierajgc jako organizmy
modelowe w swoich badaniach cyjanobakterie z rodzaju taksonomicznego Arthrospira, ktory
grupuje szczepy wystepujgce w alkalicznych wodach regionow tropikalnych i subtropikalnych.
Gtéwne zatozenia rozprawy zakfadaty: (i) przeprowadzenie analiz genomicznych kilku szczepow
Arthrospira spp., (ii) identyfikacje, charakterystyke i zbadanie rozpowszechnienia wybranych grup
genow w genomach tych bakterii, a takze (iii) zbadanie jakosci i okreslenie czystosci
mikrobiologicznej dostepnych komercyjnie suplementéw diety zawierajgcych suchg biomase
komérek Arthrospira spp. Biorgc pod uwage niewielkg ilo$¢ dostepnych danych na temat
Arthrospira spp. oraz mozliwos¢ wykorzystania tych bakterii w praktyce, uwazam, ze podjecie tej
tematyki przez Doktorantke byto w petni zasadne.
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Rozprawa doktorska zawiera 190 numerowanych stron wydruku. Zostata ona podzielona na
rozdziaty o ukfadzie typowym dla prac doswiadczalnych, obejmujgcym: cele pracy, streszczenie
(rowniez w jezyku angielskim), wstep, materiaty, metody, wyniki, dyskusje, podsumowanie i
whnioski koncowe oraz bibliografie. W rozprawie zamieszono takze wykaz stosowanych skrotow
oraz 5 zatgcznikéw, zawierajgcych dane bedgce uzupetnieniem badz rozwinieciem czesci
eksperymentalnej. W gtdwnej czesci pracy zamieszczono sumarycznie 23 tabele, 10 rycin, 15
schematow, 5 fotografii oraz 2 wykresy.

Ocena poszczegolnych czesci pracy

W mojej opinii, tytut rozprawy "Jadalne cyjanobakterie z rodzaju Arthrospira — genetyka, fizjologia
i bezpieczenstwo stosowania jako produkt pochodzenia naturalnego” nie jest poprawnie
sformutowany od strony jezykowej. Ponadto, poprzez wprowadzenie bardzo ogdélnych pojec
"genetyka" i "fizjologia", czytelnik nie uzyskuje informacji, co jest istotg opisywanych badan, a
przeciez jednym z gtéwnych watkdw tej pracy jest analiza systemow restrykcji i modyfikacji oraz
systeméw CRISPR-Cas. Wydaje mi sie, ze przedstawiony tytut rozprawy bytby bardziej
odpowiedni dla pracy przegladowej na temat bakterii Arthrospira spp.

Przedstawione w rozprawie Cele Pracy (jest ich az 7) to w zasadzie sprecyzowane zadania
badawcze, ukazujgce jedynie zakres przeprowadzonych prac. Zamieszczenie ich na samym
poczatku pracy nie jest typowe. Osobiscie wole, gdy cel — ujety jako cel naukowy, przedstawiajgcy
zarysowany problem badawczy — jednoznacznie wynika z dobrze poprowadzonego Wstepu, na
ktérego tle tatwiej mozna oceni¢ zasadnosc podjetych badan.

Wstep pracy obejmuje 29 stron i sktada sie z 6 gtéwnych rozdziatow. Pierwszy z nich stanowi
kompendium wiedzy na temat bakterii z rodzaju Arthrospira spp. Po krotkim ogéinym
wprowadzeniu, Autorka charakteryzuje te bakterie przez pryzmat wynikéw badanh z zakresu
genomiki, transkryptomiki i filogenetyki, omawia takze rozpowszechnienie tych mikroorganizméw w
naturze oraz ich zastosowania w biotechnologii i przemysle. Drugi rozdziat przynosi ogéine
informacje na temat bakteryjnych systemoéw restrykcji-modyfikacji (R-M) oraz CRIPSR-Cas,
ktorych aktywnosc¢ skierowana jest wobec egzogennego DNA. Kolejny rozdziat opisuje
zagadnienia zwigzane z praktycznym wykorzystaniem bakterii Arthrospira spp. jako suplementu
diety, a w trzech ostatnich przedstawiono krotkg charakterystyke, kolejno, probiotykéw, bakterii z
rodzaju Bacillus oraz bakterii z rodzaju Halomonas.

Ukfad tematyczny Wstepu jest z zasadzie zbiezny z kolejnoscig watkéw badawczych
przedstawionych w rozdziale Wyniki i zawiera informacje istotne dla zrozumienia dalszych czesci
rozprawy. Kolejne rozdziaty Wstepu nie sg jednak powigzane myslg przewodnig, a przyczyna
zamieszczenia w nich opisu bakterii Bacillus spp. i Halomonas spp. nie jest dla czytelnika w petni
zrozumiata. O intencji Autorki dowiadujemy sie dopiero w koricowej czesci Wynikow rozprawy,
gdzie opisano izolacje szczepdw z obu rodzajéw taksonomicznych, wystepujgcych w testowanych
suplementach diety. Uwazam, ze z korzyscig dla spojnosci Wstepu bytoby przeniesienie informacji
na temat tych bakterii do Dyskusji rozprawy.

Systemy R-M opisano we Wstepie skrotowo, a niekiedy dosé ogdlnikowo. Doktorantka,
przedstawiajgc biologiczne znaczenie tych systemow, pisze jedynie, ze zapewniajg one obrone
przed egzogennym DNA wnikajgcym do komaorek bakterii (str. 28). Rzeczywiscie aktywnos¢ tych
systeméw moze skutkowaé fragmentacjg obcego DNA, jednak z drugiej strony fragmentacja ta
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utatwia wbudowanie powstatych odcinkéw DNA do genomu w wyniku rekombinacji homologiczne;.
Ponadto same bakterie determinujg aktywny transport egzogennego DNA do wnetrza komorki
(transformacja), co sugeruje, ze nabywanie DNA jest przez nie wrecz pozadane. Poprositbym
Doktorantke o komentarz na ten temat.

Kolejne zdanie przynosi informacje, ze systemy R-M sktadajg sie z dwoch enzymow —
endonukleazy i metylotransferazy. Biorgc pod uwage duzg réznorodnosc tych systemow,
powinnismy raczej podkresla¢ nie obecnosé dwdch enzyméw, lecz dwoch aktywnosci
enzymatycznych — dlaczego? W tekscie pojawia sie rowniez informacja o wyrdznieniu jedenastu
podtypéw systemoéw R-M typu Il. Poprositbym o dopowiedzenie, co bylo podstawg tej klasyfikacji i
czym charakteryzujg sie poszczegodlne podtypy. Wspomne jeszcze, ze Schemat 1, wbrew
zapowiedzi w tekscie (str. 29), nie obrazuje mechanizmu dziatania endonukleazy, lecz strukture
genetyczng modelowych loci R-M.

Kolejne dwa rozdziaty Materiaty oraz Metody, obejmujg, standardowo, wykaz stosowanych
podfozy, odczynnikow, buforéw, enzymow, zestawow komercyjnych, szczepdw bakteryjnych,
oligonukleotyddw, a takze opis wykorzystywanych technik mikrobiologicznych, molekularnych i
bioinformatycznych. Metodyka zostata przedstawiona bardzo szczegoétowo. Zwréce jednak uwage,
ze w niektorych przypadkach (rozdz. 6.4.1, 6.13.1) kolejne etapy procedury przedstawiono nie w
formie opisu, lecz w punkach, co bardziej odpowiada standardom protokotéw laboratoryjnych.
Ponadto uwazam, ze umieszczanie w rozprawach szczegdtowych informacji na temat warunkow
trawienia DNA enzymami restrykcyjnymi oraz sktadu poszczegoélnych mieszanin nie jest
konieczne, jesli nie odbiegajg one od standardowych. Podobna uwaga dotyczy amplifikacji DNA z
wykorzystaniem PCR (Aneks 1). Opisy te zajmujg tgcznie az 14 stron rozprawy, a mozna je
przedstawi¢ syntetycznie, w formie dwdch krétkich akapitow tekstu.

Wyniki rozprawy przedstawiono na 38 stronach. Rozpoczyna je krétki rozdziat dotyczacy izolacii
genomowego DNA z 18 szczepdw Arthrospira spp., ktére wymieniono w Tabeli 9. To na pozér
proste zadanie byto dos¢ pracochtonne, bowiem wymagato od Doktorantki optymalizacji zaréwno
metod hodowli poszczegdlnych szczepdw, jak i metody ekstrakcji, pozwalajgcej na uzyskanie
preparatow DNA o zadowalajgcej jakosci. Nastepnie odczytano sekwencje nukleotydowe
genomoéw 5 wybranych szczepow, uzyskujgc, w kazdym przypadku, bardzo duzg liczbe skafoldéw
sekwencji (ang. draft genome). Jeden z pigeciu wspomnianych szczepow, 09.13 F, nie zostat ujety
w Tabeli 9 — poprositbym o wyjasnienie.

Ten etap badan przyniést ogrom danych, ponad 28 min nukleotydéw sekwencji, co pozwala na
przeprowadzenie ciekawych analiz in silico, rowniez z zakresu genomiki poréwnawczej. W Tabeli
10. przedstawiono charakterystyke uzyskanych sekwencji, ograniczajgc sie jedynie do podania
bardzo ogdlnych informaciji, dotyczgcych dtugosci sekwencji, zawartosci w nich nukleotydéw GC
oraz liczby sekwencji kodujgcych. Nie przedstawiono jednak np. informacji na temat zréznicowania
i liczby grup gendw ortologicznych (COG), liczby operonéw rRNA, gendw unikatowych dla
poszczegoblnych szczepow, liczby i typdw kodowanych rekombinaz, czy tez charakterystyki
sekwencji repetytywnych (innych niz CRIPSR). Zdaje sobie sprawe, ze nie jest to gldbwnym
watkiem rozprawy, jednak bardziej szczegotowy opis jest obecnie norma, przy publikaciji takze
niekompletnych sekwencji genomoéw.

Sekwencje genomowe 13 szczepow Arthrospira spp. (w tym pieciu uzyskanych w tej pracy)
stanowity punkt wyjscia do kolejnego etapu badan, ktérego celem byta identyfikacja oraz analiza
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dystrybucji w genomach komponentow (i) systemow restrykcji i modyfikaciji, (ii) systeméw CRIPSR-
Cas, (iii) zespotow gendéw kodujgcych potencjalnie metabolity wtdrne oraz (iv) sekwenciji
pochodzenia profagowego. Analizy te doprowadzity m.in. do identyfikacji czternastu determinantéw
genetycznych systeméw R-M typu |, dziewieciu kompletnych sekwencji R-M typu Il oraz licznych
gendw towarzyszacych zwykle powtérzeniom CRIPSR. Zbadano rowniez korelacje miedzy
wystepowaniem tych genoéw, a przynalezno$cig analizowanych szczepdéw do poszczegdlnych grup
filogenetycznych Arthrospira spp.

W genomach Arthrospira spp. zidentyfikowano dos¢ duzg liczbe powtérzeh CRIPSR, a takze kilka
zgrupowan genow towarzyszgcych tym loci. Co ciekawe, w kazdym analizowanym genomie jeden
z wykrytych gendw, csx3, wystepuje samodzielnie (Schematy 3-15). Czy zdaniem Doktorantki gen
ten moze by¢ komponentem nowej grupy kaspozonow? Z pewnoscig wartosciowym dopetnieniem
charakterystyki CRISPR bytoby réwniez (i) podjecie préby ustalenia konsensusu sekwenciji
powtérzonych DR (ang. direct repeats), charakterystycznego dla Arthrospira spp., oraz (ii)
przeprowadzenie analiz pordwnawczych sekwencji rozdzielajgcych (ang. spacers), ktore stanowig
swoistg "pamiec genetyczng" o przebytych infekcjach fagowych oraz zdarzeniach horyzontalnego
transferu genow.

W trzech kolejnych rozdziatach Wynikéw Doktorantka kontynuowata watek systeméw R-M,
przeprowadzajac: (i) analize poziomu ekspresji genéw R-M typu Il oraz cas w warunkach
stresowych (nie podano w jakim szczepie), (ii) amplifikacje genoéw systemoéw R-M i CRISPR-Cas, a
takze (iii) prébe eksperymentalnego potwierdzenia funkcjonalnosci zidentyfikowanych
metylotransferaz w komérkach Arthrospira spp. Do kazdej z tych cze$ci mam pewne uwagi
krytyczne.

1) Analiza poziomu ekspresji genow w warunkach stresowych zostata przeprowadzona w oparciu
o dane wyekstrahowane z analiz transkryptomicznych przeprowadzonych przez innych badaczy
(Badri i wsp., 2015), co budzi watpliwosc¢, czy moze ona by¢ wigczona do Wynikéw rozprawy.
Bakterie podczas badan poddano dziataniu bardzo duzych dawek promieniowania gamma (3200 i
5000 Grejoéw), mogacych powodowac uszkodzenia komorek. Nie ulega watpliwosci, ze w takich
warunkach transkryptom ulega diametralnym zmianom, a sg to zmiany nie tylko o charakterze
adaptacyjnym. W rozprawie przedstawiono wybidrczo dane na temat ekspresji genéw systemow
R-M i cas, nie odnoszgc sie jednak do globalnych zmian transkryptomu. Zaobserwowano, co
prawda, pewne réznice w ekspresji analizowanych genéw, jednak nie mozna doszukag sie tu
zadnych prawidtowosci. Doktorantka wspomina, ze promieniowanie gamma imituje warunki
panujgce w kosmosie. Dla biologa bardziej zasadne wydaje sie zbadanie odpowiedzi bakterii na
takie warunki stresowe, jakie napotyka ona w naturalnym srodowisku bytowania.

2) Doktorantka przeprowadzita amplifikacje genéw systemow R-M i CRIPSR-Cas celem
potwierdzenia ich obecnosci w zsekwencjonowanych genomach Arthrospira spp. (informacje o
tym, ktére szczepy poddano analizie czytelnik odnajduje dopiero w podpisie Fotografii
zamieszczonych w Aneksie 2). Poprositbym o uzasadnienie, dlaczego wyniki sekwencjonowania
wymagaty potwierdzenia metodg PCR? Zwykle kierunek dziatan jest odwrotny, poprzez
sekwencjonowanie DNA weryfikujemy specyficzno$¢ przeprowadzonej wczesniej amplifikacji PCR.
Uwazam, ze znacznie wigcej informacji na temat dystrybucji analizowanych genéw w rodzaju
Arthrospira mozna bytoby uzyskaé, analizujgc szczepy, ktérych genomy nie zostaty dotad
zsekwencjonowane. Doktorantka dysponowata genomowym DNA takich szczepéw (Tabela 9),
ktory mogt postuzyc¢, jako matrycowy w reakcjach amplifikaciji.
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3) W kolejnej czesci podjeto probe potwierdzenia funkcjonalnosci metylotransferaz kodowanych w
genomach Arthrospira spp. Do tego celu wykorzystano dostepne komercyjnie enzymy
restrykcyjne, bedgce izoschizomerami endonukleaz analizowanych systeméw R-M. Brak trawienia
genomowego DNA danym enzymem interpretowano protekcyjnym dziataniem funkcjonalnej
metylotransferazy. Doktorantka stwierdza, ze nie zaobserwowata cigcia DNA zadnym enzymem,
stad wniosek o aktywnosci metylotransferaz. Przedstawione w rozprawie Fotografie ilustrujgce
wyniki tych analiz sg bardzo stabej jakosci (Aneks 2), co utrudnia, badz uniemozliwia (Fotografia
20) ich analize. Nie mniej jednak, w przypadku niemal kazdej proby obraz elektroforegramu
interpretowatbym jako pozytywny wynik trawienia DNA. Poprositbym Doktorantke o ponowng
krytyczng analize tych wynikéw i przedstawienie wnioskéw podczas obrony rozprawy.

Drugi, odrebny watek ocenianej rozprawy dotyczy analizy jakosciowej komercyjnie dostepnych
preparatow zawierajgcych suchg biomase Arthrospira spp. W kolejnych rozdziatach Doktorantka (i)
identyfikuje warianty filogenetyczne Arthrospira spp., (ii) bada czystos¢ mikrobiologiczng
preparatow, (iii) sprawdza obecnos¢ srodkow konserwujgcych, (iv) identyfikuje potencjalne
bakterie symbiotyczne, (v) bada takze wtasciwos$ci przeciwbakteryjne i przeciwgrzybiczne
preparatow. Uzyskane wyniki przynoszg kilka ciekawych obserwaciji, ktére mozna odnies¢ réwniez
do innych suplementow diety, znajdujgcych sie w sprzedazy.

Lekture niektérych podrozdziatdéw rozprawy utrudnia brak doktadniejszych opiséw, co zmusza do
poszukiwania podstawowych informacji w innych czesciach pracy.

Dyskusja stanowi mocng strone rozprawy. Scala ona rézne watki tematyczne pracy i dowodzi
duzej wiedzy Doktorantki na temat bakterii Arthrospira spp. Zostata ona przeprowadzona na tle
bogatego zestawu literatury (zacytowano tgcznie 164 prace). Zatgczony w rozdziale Bibliografia
spis cytowanych pozycji obejmuje istotne, prawidtowo dobrane publikacje naukowe, z
uwzglednieniem najnowszych prac z omawianej dziedziny.

Z obowigzku recenzenta musze zwrdci¢ uwage na liczne potkniecia edycyjne i jezykowe. Nizej
podaje jedynie kilka przyktadéw, a pozostate zaznaczylem w otrzymanym egzemplarzu pracy
doktorskiej. Bardzo liczne sg btedy interpunkcyjne oraz jezykowe (np. "wachac" zamiast "wahac",
str. 32; "wiele producentéw" zamiast "wielu producentow", str. 36; "wigzanie do DNA" zamiast
"wigzanie z DNA", str. 29; "sonifikacja" zamiast "sonikacja", str. 117; "metylazy" zamiast
"metylotransferazy”, str. 81. Mam réwniez pewne zastrzezenia dotyczgce uzywania zapozyczeh z
jezyka angielskiego np. "assembling sekwencji" zamiast "sktadanie sekwenc;ji", "sekwencje
spacerowe" zamiast "sekwencje rozdzielajgce", str. 32), a takze uproszczen w formutowaiu tytutdw
niektorych rozdziatéw (np. "Rodzaj Bacillus i jego zastosowanie" zamiast "Bakterie z rodzaju
Bacillus i ich zastosowanie" str. 37, czy tez "Analiza in silico genomow Arthrospira" zamiast
"Analiza in silico sekwencji nukleotydowych genoméw Arthrospira spp."”, str. 80). W pracy nie
znajduje zrédet zamieszczonych fotografii, brakuje tez odwotan do pozycji bibliograficznych, w
ktérych opisano po raz pierwszy stosowane podfoza mikrobiologiczne. Zauwazytem réwniez brak
opisu $ciezek 12 i 13 w legendach do Fotografii 7-17, brak numeraciji sciezek na Fotografii 15, a
takze brak widocznej pozytywnej kontroli reakcji amplifikacji PCR na Fotografii 17 (Sciezka 10). W
tym miejscu dodam, ze nie uwazam za zasadne réznicowanie ilustracji na ryciny, schematy,
fotografie i wykresy. Wszystkie te ilustracje powinny by¢ nazwane rycinami, a jednolita numeracja
utatwitaby odszukanie poszczegdlnych rycin w obszernej rozprawie. Ponadto, chciatbym zwrécié
uwage, ze (i) nazwy enzymow restrykcyjnych nie powinny by¢ pisane kursywa, (ii) przy
wielokrotnym podawaniu w tekscie nazwy gatunkowej danej bakterii, nalezy konsekwentnie
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stosowac skréty nazw rodzajowych, (iii) a po tytule rozdziatow nie powinno sie stawia¢ kropek.
Inne moje uwagi chetnie przekaze Doktorantce.

Uwagi te nie rzutujg na mojg pozytywna ocene catosci recenzowanej rozprawy. Zdaje sobie
sprawe, ze niektére zamieszone w recenzji uwagi sg subiektywne badz dyskusyjne, uwazam
jednak, ze recenzja do takiej dyskusji powinna sktania¢. Przeprowadzone badania niewatpliwie
whniosty nowe informacje do ogdélnej wiedzy na temat bakterii z rodzaju Arthrospira. Za
najwazniejsze osiggniecia tej rozprawy uwazam:

1) odczytanie i udostepnienie w bazach danych sekwencji nukleotydowych 5 genoméw Arthrospira
spp. Niemal o 40 % wzbogacono liczbe poznanych genoméw tych bakterii. Co wazne,
analizowane szczepy pochodzity z réoznych siedlisk, z réznych lokalizacji geograficznych, co jest
istotne dla rozwazan na temat zmienno$ci genetycznej catego rodzaju taksonomicznego,

2) identyfikacja puli genow systeméw R-M i CRISPR-Cas zachowanych ewolucyjnie w genomach
Arthrospira spp., co stanowi doskonaty punkt wyjscia do analizy biologicznej roli tych systemdéw,

3) uzyskanie danych potwierdzajgcych dychotomie rodzaju Arthrospira i sugerujgcych
wystepowanie jedynie dwoch gatunkow w tym rodzaju taksonomicznym,

4) analize komercyjnie dostepnych preparatéow zawierajgcych suchg biomase Arthrospira oraz
whnioski na temat wptywu procesu produkcyjnego na wtasciwosci tych preparatéw — wedtug mojej
wiedzy sg to pierwsze tego typu opracowania poréwnawcze,

5) stwierdzenie, ze bakterie stanowigce sktadnik konsorcjum Arthrospira spp. mogg odpowiada¢ za
wiasciwosci prozdrowotne i ochronne przypisywane komorkom Arthrospira spp., co jest ciekawag
sugestig.

Nalezy réwniez podkresli¢, ze Pani mgr Magda Furmaniak jest pierwszym autorem ciekawej pracy
przegladowej na temat bakterii z rodzaju Arthrospira, ktéra zostata opublikowana w ubiegtym roku,
w cenionym przez mikrobiologéw czasopismie Frontiers in Microbiology (IF 4,0). Potwierdza to
wiedze ekspercka Doktorantki w obrebie poruszanej tematyki badawcze;j.

Whiosek koncowy

W podsumowaniu stwierdzam, ze recenzowana praca spetnia wymogi stawiane rozprawom
doktorskim, sprecyzowane w ustawie o Tytule i Stopniach Naukowych, a dorobek naukowy
Kandydatki uzasadnia nadanie Jej stopnia naukowego doktora nauk farmaceutycznych. Wnosze
wiec do Rady Naukowej Wydziatu Farmaceutycznego z Oddziatem Medycyny Laboratoryjne;
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie Pani mgr Magdy Furmaniak do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.
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